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Palabras clav

te

e: Cacao, aminas biógenas, tiramina, cromatografía líquida, capacidad 

antioxidan .         

Los compuestos aminos se encuentran en los alimentos de manera natural o como 

resultado de un proceso de transformación, su importancia recae en el beneficio que 

confiere a la salud de quien lo consume, no obstante, en concentraciones no adecuadas 

ejerce efectos negativos para la salud. El chocolate es una fuente de aminas biógenas 

producto del proceso fermentativo como la tiramina. El objetivo del estudio fue cuantificar 

la tiramina en chocolate para taza a distintas concentraciones de cacao (var. forastero) 

procesado en el recinto de análisis de café y cacao de la Universidad Nacional de Jaén. 

Las concentraciones empleadas fueron de 100 %, 70 % y 40 % de cacao, la calidad del 

chocolate se caracterizó mediante juicio de expertos quienes determinaron el perfil 

sensorial del producto en estudio, la capacidad antioxidante se evaluó considerando los 

ensayos ABTS, DPPH, FRAP y los compuestos fenólicos totales por la metodología Folin-

Ciocalteu, la identificación y cuantificación de tiramina se caracterizó por cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC). De las concentraciones estudiadas se obtuvo mejor 

valoración por atributo al chocolate con concentración de cacao de (70 % y 100 %). Se 

identificó la capacidad antioxidante y compuestos fenólicos totales con mejor presencia el 

chocolate al 100 % de concentración de cacao en los ensayos estudiados ABTS, DPPH, 

FRAP y fenoles totales; con la cromatografía se confirmó que el chocolate con 

concentración de cacao al 100 % presentó la mayor concentración de tiramina (8.38 mg/L), 

mientras que la de 40 % mostró la menor cantidad (0.37 mg/L). Finalmente, se concluye 

que por método cromatográfico se pudo cuantificar la presencia de tiramina, obteniendo 

un mayor porcentaje el chocolate con mayor concentración de cacao en su elaboración.
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ABSTRACT  

Key words: Cocoa, biogenic amines, tyramine, liquid chromatography, antioxidant capacity. 

 

  
Amino compounds are found in foods naturally or as a result of a transformation process, 

their importance lies in the benefit they confer to the health of those who consume them, 

however, in inadequate concentrations they have negative effects on health. Chocolate is 

a source of biogenic amines produced by the fermentation process, such as tyramine. The 

objective of the study was to quantify tyramine in cup chocolate at three concentrations of 

cocoa (var. forastero) processed at the coffee and cocoa analysis facility of the National 

University of Jaén. The concentrations used were 100%, 70% and 40% cocoa, the quality 

of the chocolate was characterized by expert judgment who determined the sensory profile 

of the product under study, the antioxidant capacity was evaluated considering the ABTS, 

DPPH, FRAP assays and total phenolic compounds by Folin-Ciocalteu methodology, the 

identification and quantification of tyramine was characterized by high performance liquid 

chromatography (HPLC). Of the concentrations studied, the best attribute evaluation was 

obtained for chocolate with a cocoa concentration of (70 % and 100 %). The antioxidant 

capacity and total phenolic compounds were identified with better presence in chocolate at 

100 % cocoa concentration in the studied methods ABTS, DPPH, FRAP and total phenols; 

with chromatography it was confirmed that chocolate with 100 % cocoa concentration 

presented the highest concentration of tyramine (8.38 mg/L), while that of 40 % showed the 

lowest amount (0.37 mg/L). Finally, it is concluded that by chromatographic method it was 

possible to quantify the presence of tyramine, obtaining a higher percentage in the 

chocolate with a higher concentration of cocoa in its preparation.
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I. INTRODUCCIÓN 

1.1. Descripción del problema de investigación  

Jaén, provincia norte del departamento de Cajamarca es considerada zona con 

sobresaliente recurso biológico que contribuye a la buena formación de productos 

alimenticios. El cacao es considerado como uno de los alimentos de mayor abordaje 

debido a lo exquisito de sus características organolépticas que hacen del producto 

procesado, un producto único, siendo un producto reconocido, el chocolate en taza 

(Aprotosoaie et al., 2016). 

La Cámara Peruana del Café y cacao clasifica las especies de cacao Criollo como 

variedad natural de sabor medio que llega a producir la mejor calidad del cacao, Forastero 

que deriva de la variedad robusta y Trinitario considerado como una combinación de la 

diversidad Criollo y Forastero  (Dostert et al., 2012; Erazo Solórzano et al., 2021). 

Para procesar chocolate se requiere del cacao como materia primaria que puede 

mezclarse con diversos productos como lácteos, azúcares y/o edulcorante. El chocolate, 

para recibir dicha denominación, deberá contener, extracto seco, mayor al 35 % de extracto 

seco del total de cacao, constituido por 18 % como mínimo de manteca de cacao y 14 % 

como valor menor de extracto seco magro de materia de cacao (Codex Alimnetarius, 2016). 

 Armuelles y Peñalba, (2023) indican para el proceso el cacao y obtención de 

chocolate se requiere de los granos frescos desprendidos de la vaina del cacao que serán 

puestos a fermentar de tres a siete días consiguiendo la licuefacción, la separación de 

pulpa mucilaginosa y el desarrollo de aroma, color y sabor logrando determinar la calidad 

del cacao en polvo obtenido. La etapa de secado se puede realizar de manera artesanal 

por secado solar al aire libre, actualmente para evitar el deterioro por bacterias se emplea 

horno secador de aire caliente. Para la etapa de tostado se debe de obtener la semilla que 

se encuentra dentro del grano de cacao, desarrollando el sabor y color final, distendiendo 

la cáscara, para lograrlo se requiere de una temperatura que oscile entre los 95 °C a 145 

°C. Se sigue con la etapa de formación de croquetas, alcalinización, esterilización y 

prensado, etapa final en la que se separa la manteca de cacao del licor (material 

particulado no graso), el licor obtenido es insumo para la fabricación de chocolate.  

Deus, Bispo, et al., (2021); do Carmo Brito et al., (2017); Erazo Solórzano et al., 

(2021) indican que la etapa de fermentación del grano de cacao es preponderante para la 

formación y concentración de aminas biógenas, estas son consideradas como compuestos 

que en condiciones adecuadas resulta beneficiosa para la salud. La tiramina y la histamina 

son aminas biógenas relacionadas con alteraciones alimentarias como intoxicación por 

ingesta de alimento; en el caso específico de intoxicación por tiramina se presenta 
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alteración arterial, cefalea y posible dificultad hipertensiva en personas con padecimiento 

hepático. (Dala-Paula et al., 2023).  

La información con la que se cuenta respecto a la dosis permisible de tiramina en 

el organismo es limitada y dada la posibilidad de intoxicación por su consumo es que 

resulta importante realizar estudios que diluciden la identificación y cuantificación de las 

mismas. El alimento seleccionado para la determinación de tiramina es el chocolate para 

taza, debido a que es un alimento de amplio consumo en las zonas cacaoteras y por 

estacionalidad. 

1.2. Formulación del problema de investigación 

¿Cuál es el método de cuantificación para la amina biógena tiramina en chocolate 

procesado para taza con cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)? 

1.3. Objetivo de investigación 

Objetivo general 

- Cuantificar tiramina en chocolate para taza a tres concentraciones de cacao 

(var. Forastero) procesado en el laboratorio de café y cacao de la 

Universidad Nacional de Jaén (UNJ) 

Objetivos específicos 

-  Caracterizar el perfil sensorial del chocolate para taza a concentraciones de 

(100 %, 70 % y 40 %) de cacao a través de la valoración de juicio de experto. 

- Determinar la capacidad antioxidante y contenido total de compuestos 

fenólicos del chocolate para taza obtenido a tres concentraciones de cacao 

de (100 %, 70 % y 40 %). 

- Identificar tiramina (amina biogénica) en chocolate para taza a tres 

concentraciones de cacao mediante cromatografía líquida de alta resolución 

(HPLC)   

1.4. Formulación de la hipótesis de investigación  

Si se aplica la metodología de cromatografía líquida de alta resolución en chocolate 

procesado para tasa, se identificará y cuantificará la concentración de aminas biogénicas 

(tiramina). 

1.5. Justificación e importancia de investigación 

El cacao es un grano obtenido de la semilla del Theobroma cacao, alimento 

conocido por sus características nutricionales, es procesado para obtener cacao en polvo, 
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manteca de cacao y licor de cacao, que representa el producto básico para el 

procesamiento de chocolate. 

En estado natural, el cacao presente diversos compuestos bioactivos, polifenoles, 

aminas biogénicas, entre otros compuestos que salen a relucir durante o después del 

proceso de industrialización, Dada la característica de los componentes bioactivos y 

polifenoles de ser agentes favorables para el bienestar del ser humano y, las aminas 

biogénicas que surgen con la fermentación del grano, proceso propio de la 

descarboxilación microbiana de aminoácidos libres. 

Dentro de aminas biogénicas presentes en los granos de cacao fermentado destaca 

tiramina, triptamina, feniletilamina (Palomino Vasco, 2021). La tiramina interactúa con los 

fármacos inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO), ocasionando crisis hipertensivas 

de consecuencias variables (Bressan Martin, 2020; Fuzikawa et al., 1999). 

En Jaén, provincia perteneciente a Cajamarca, se procesa y comercializa chocolate 

en taza, obtenido del cacao cosechado en el mismo departamento o de zonas aledañas, 

de variedades Criollo, Forastero y Trinitario. El cacao Forastero, se distingue por ser 

variedad de baya verrugosa, de textura liza, de 18 a 20 cm de longitud (Moreno Fuentes, 

2014), es una de las variedades más empleado para elaboración de chocolate en taza y, 

pese a su gran demanda no se ha estudiado en su debida magnitud la presencia de aminas 

biogénicas, más aún, en consideración a sus posibles efectos clínicos; en ese sentido, el 

análisis realizado  se identifica y cuantifica la existencia de tiramina en chocolate para taza 

a diferentes concentraciones de cacao. 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1. Antecedentes  

Subroto et al., (2022) estudiaron las propiedades fisicoquímicas, aceptabilidad 

sensorial y actividad antioxidante de una barra de chocolate enriquecido con nanopartículas 

lipídicas sólidas (SLN) de ácido gálico, obteniendo como resultados que la adición de ácido 

SLN-gálico afectaba a las particularidades fisicoquímicas, sensoriales como también la 

actividad antioxidante de las tabletas de chocolate, a mayor concentración de adición de 

ácido gálico SLN mayor era la actividad fenólica total y antioxidante. El mejor tratamiento 

se obtuvo añadiendo 5 % de ácido SLN-gálico en tabletas de chocolate con un IC50 de 

174.24 ± 2.48. 

Salman et al., (2022) cuantificaron la presencia de tiramina (TYM) en diferentes 

tipos de alimentos utilizando síntesis verde de puntos cuánticos de ficus carica como sonda 

fluorescente; la adición gradual de TYM a los puntos cuánticos de carbono de poliamina; 

para determinar la TYM se aplicó a alimentos como queso viejo, carne curada, salchichas, 

aceitunas en vinagre y conservas de pescado. Se concluyó que el límite inferior de 

cuantificación (LOQ) resultó ser de 1.68 mg mL-1.  

Deus, Bispo, et al., (2021) investigaron los cambios de aminas bioactivas durante la 

fermentación del cacao, emplearon una mezcla comercial de semillas de cacao Forastero 

(Theobroma cacao L.); determinando la presencia de aminas bioactivas a través de 

cromatografía líquida de fase inversa de par iónico, utilizando el sistema HPLC Shimadzu, 

encontraron feniletilamina a 60 h de fermentación y serotonina a 72 h de fermentación; los 

niveles de aminas biógenas totales predominaron entre 96 - 120 h. 

Tuenter et al., (2021) estudiaron la composición fitoquímica y la comparación 

cuantitativa para el chocolate negro con leche y blanco con chocolate Rubí, lograron 

cuantificar un total de 19 compuestos: 18 en chocolate amargo, 15 en chocolate con leche, 

13 en chocolate rubí y 2 en chocolate blanco. Estos compuestos incluyen flavan-3-oles, 

proantocianidinas, flavonoides, metilxantinas, aminoácidos, ácidos orgánicos y aminas 

biogénicas (triptamina, 5-hidroxitriptófano, serotonina, tiramina y Salsolinol).  

Deus, Resende, et al., (2021) estudiaron técnicas de clonación para mejorar los 

rasgos agronómicos y responder a la demanda de chocolate fino; mediante análisis FTIR y 

técnicas convencionales predijeron concentraciones de aminas bioactivas, compuestos 

fenólicos y el potencial antioxidante del chocolate negro monoclonal. Los modelos 

quimiométricos basados en datos FTIR proporcionaron predicciones satisfactorias de las 

concentraciones de las aminas: espermidina, triptamina, cadaverina y tiramina; así como 

compuestos fenólicos y actividad antioxidante mediante Rancimat. 
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Tuenter et al., (2020) basaron su investigación en el licor de cacao y el chocolate 

producido desde granos de cacao de África Occidental y Ecuador, logrando identificar y 

cuantificar metabolitos secundarios, aminas biogénicas mediante HS-SPME GC-MS 

(cromatografía de gases de micro extracción en fase sólida con espacio de cabeza - 

espectrometría de masas). y UPLC-HRMS (cromatografía líquida de ultra rendimiento - 

espectrometría de masas de alta resolución). Las muestras de Ecuador contenían 

procianidina B2 y serotonina en cantidades relativamente altas, mientras que un nivel más 

alto de L-tirosina y la tiramina fue característica de las muestras de África Occidental. 

Lemarcq et al., (2020) estudiaron cambios inducidos por el proceso de tueste en 

granos de cacao con respecto a la pirámide del estado de amino, logrando cuantificar 

aminas biogénicas (serotonina, triptamina, tiramina) y el salsolinol; el tostado a 130 °C 

durante 30 minutos presentó efecto positivo en el nivel de aminas biogénicas resultantes 

de la descarboxilación de aminoácidos. Concluyendo que los componentes que potencian 

la faseanímico, como la triptamina, la serotonina y el salsolinol, incrementaron notoriamente 

al tostarlos a 130 °C por un tiempo de 30 minutos, siendo negativo al llegar a tostar a 160 

°C durante 30 min. 

Quiroz-Reyes y Fogliano, (2018) diseñaron el procesamiento del cacao para 

obtener productos sanos optimizando la existencia de componentes fenólicos y 

melanoidinas. Las habas de cacao Forastero y Criollo procesadas mostraron, mayor 

contenido en grasa y elevado contenido fenólico, el tostado más severo disminuyó la 

centralización de componentes fenólicos totales en ambas variedades. La actividad 

antioxidante por DPPH fue más alta para la variedad Forastero (> 20 kDa). Concluyendo 

que un diseño apropiado del proceso de tostado y la selección adecuada de la variedad de 

cacao pueden optimizar el potencial saludable del cacao; especialmente las melanoidinas 

y los compuestos fenólicos. 

Oracz y Nebesny, (2014a) estudiaron al proceso de tostado y su efecto en la 

presencia de aminas biogénicas en semillas fermentadas de siete muestras de cacao 

fermentado y seco de diferentes variedades. La evaluación cromatográfica se efectuó por 

cromatografía líquida UHPLC+ Dionex UltiMate 3000, identificadas por cotejo de periodo 

de parada de los espectros de absorbancia UV-visible y la cuantificación por método 

estándar interno. Lográndose observar un incremento de aminas biogénicas después del 

procedimiento de tostado de la semilla fermentada y secada de cacao, siendo la tiramina 

la amina con mayor presencia en los granos de cacao crudos, y para los granos tostados 

predominó la 2-feniletilamina. 
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2.2. Marco conceptual  

2.2.1. Cacao 

a. Definición  

El grano de cacao es obtenido de las semillas del árbol Theobroma cacao L., es 

considerado como el principal recurso para la elaboración de productos orientados al 

consumo masivo, como también lo es el polvo de cacao, el chocolate en barra y otros 

productos resultantes del cacao, que son muy afectos por los clientes a nivel mundial 

(Oracz y Nebesny, 2014a; Tuenter et al., 2021). El cacao posee aroma y sabor único que 

corresponde a la región de donde proviene, con los años se posicionado como una materia 

prima agrícola generadora de divisas al pasi (Gómez–Molina et al., 2019). 

b. Variedad   

En la actualidad se ha desarrollado programas de mejoramiento génético orientado 

a generar mayor rendimiento y resistencia a diversas plagas clasificándolo en 10 

conglomerados principales o grupos (Motamayor et al., 2003), aunque la limitación 

tradicional de grupos, sin considerar base científica, lo resume en tres variedades de 

Theobroma cacao: criollo, forastero y trinitario. 

Rodríguez-Velázquez et al., (2022) indica que la variedad de cacao criollo proviene 

de árboles esbeltos, cuyos frutos son estrechos y de color amarillo, generalmente con una 

cáscara delgada y decorativa, sus granos poseen una calidad superior en comparación 

con el cacao forastero y trinitario. Sin embargo, el cacao criollo presenta una baja 

producción y una mayor vulnerabilidad ante plagas; la producción global de cacao del 5 al 

10 por ciento proviene de esta variedad. El cacao Criollo se considera de excelente calidad 

porque tiene un aroma intenso, un amargor reducido, una pulpa dulce y sabores que 

recuerdan al caramelo y a las nueces (Erazo, 2025; Erazo Solórzano et al., 2021). 

Erazo Solórzano et al., (2021); Rodríguez-Velázquez et al., (2022) respecto a la 

variedad forastero indican que sus frutos tienen forma amelonada, poseen cubierta 

resistente y leñosa con una textura relativamente suave y semillas aplanadas, son de color 

verde y las semillas son de calidad inferior en comparación con el cacao criollo se 

distinguen por su mayor resistencia a enfermedades en relación al cacao criollo, esta 

variedad se desarrolló en las zonas elevadas de la cuenca amazónica (entre los ríos Napo, 

Putumayo y Caquetá), representando aproximadamente el 80% de la producción global de 

cacao, siendo la variedad de mayor comercialización; los granos de cacao criollo y 

forastero destacan por su intenso aroma y sabor, recibiendo el reconocimiento de "cacaos 

finos o aromáticos". Los frutos tienen una forma alargada y un color verde. 
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Rodríguez-Velázquez et al., (2022) cree que esta variedad se formó cuando un tipo 

criollo se cruzó de manera natural con un forastero brasileño, las muestras presentan 

rasgos morfológicos y genéticos de ambas razas. Esta variedad apareció en Trinidad y 

Tobago. Tiene granos de tamaño medio a grande y cotiledones que son de un tono marrón, 

es más resistente a enfermedades y produce más que el cacao criollo, aunque su calidad 

es inferior. El cacao trinitario representa del 10 al 15 por ciento de la producción a nivel 

mundial. Se cultiva en lugares como Granada, Jamaica, Trinidad y Tobago, Colombia, 

Venezuela y en la región de América Central (Erazo, 2025) . 

Figura 1 

Variedad de cacao (Theobroma cacao L.) 

 

 

 

 

 

Criollo  Forastero  Trinitario 

  

c. Taxonomía   

Dostert et al., (2012) brinda un alcance respecto a la taxonomia del cacao. 

Tabla 1 

Taxonomía del cacao (Theobroma cacao L.) 

Característica  

Reino  Plantae 

Subreino  Tracheobionta 

División  Dicotiledónea 

Clase  Dilleniidae 

Orden  Malvales  

Fanilia  Malvaceae 

Subfamilia Sterculioideae 

Género Theobroma 

Especie Theobroma cacao L. 

Subespecie  (i)Theobroma cacao L. subesp. cacao: grupo criollo 

(ii) Theobroma cacao L. sphaerocapum (chev.): grupo forastero. 

Nota: Tomado de Dostert et al., (2012) 

Tabla 2 

Delimitación de la subespecie de Theobroma cacao L. 
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Órgano Theobroma cacao subsp. cacao Theobroma cacao subsp. Sphae 

Forma del fruto Alargado, claviforme, fusiforme o 
anguloso-ovalado, mitigado hacia el 
soporte y apicalmente apiculado 

Elíptico, casi esférico o más o 
menos cuadrádo, redondeado en 
ambos bordes  

Superficie del 
fruto 

Alrededor de 10 costillas notables o 
con 5 costillas y rugosa 

10-surcada y lisa o levemente 
rugoso 

Pericarpo y 
mesocarpo 

Pericarpo moderadamente rugoso, 
mesocarpo leñoso delgado  

Pericarpo muy delgado, 
mesocarpo leñoso robusto 

Semillas  Ovadas o elípticas, normalmente 
redondas em vista transversal 

Ovadas, poco compressas. 

Cotiledones  Amarillos o blanco-amarillentos Púrpuras o violeta oscuros 

Nota. Tomado de Dostert et al., (2012) 

d. Composición química del grano de cacao   

El grano de cacao presenta composición química variable, esto en consideración a 

factores como la variedad, índice de madurez, estado de fermentación y tiempo de secado. 

Los componentes químicos del grano de cacao son: el contenido de agua, grasa, materia 

nitrogenada (proteínas y purinas), almidón y compuestos fenólicos (Aldave Palacios, 2016). 

Tabla 3 

Composición química del grano de cacao (Theobroma cacao L.) 

Compuesto Para 100 gramos de muestra 

Agua 3 - 7 

Grasas (%) 50 - 58 

Triacilglicéridos (%) 97 

Ácido palmítico 24.1 - 27.1 

Ácido esteárico (%) 32.9 - 37.6 

Ácido oleico (%) 32.7 - 37.6 

Ácido linoleico (%) 2.3 - 3.7 

Proteínas (%)  10 - 15 

Almidón (%) 6 

Celulosa (%) 9 

Glucosa, fructosa, sacarosa 0.08 - 1.5 

Nota. Tomado de Rodríguez-Velázquez et al., 2022 

e. Postcosecha    

Considerando lo mencionado por Oliveras Sevilla, (2007), una vez obtenido la 

almendra del cacao es necesario proceder con el tratamiento postcosecha siguiente: 

Figura 2 

Proceso de beneficio del cacao 
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Recolección 

Se realiza al momento óptimo de madurez, obteniendo los granos del 

fruto. Esta etapa resulta primordial para garantizar la buena calidad 

del grano. 

   

Fermentación 

En el grano se acentúa el aroma y sabor; favorece el procesamiento 

de la acción microbiana, el aire y las elevadas temperaturas. Está 

constituido por dos fases i. hidrólisis o alcohólica, ii. Oxidación. 

   

Lavado 
Etapa que depende del tipo de proceso a realizar, consiste en eliminar 

por completo la presencia de pulpa 

   

Secado 

El cacao en estado crudo está conformado por 60 % de humedad que 

debe reducirse al 7 %, para ello se expone el grano a cámaras de 

secado. 

El proceso debe evitar altas temperaturas que deterioran el sabor. 

   

Clasificado  

Se limpia el cacao del material extraño, apartando el grano bueno del 

malo para obtener un producto similar en tamaño. 

Puede realizarse a mano o a través de una zaranda. 

   

Envasado 

Se emplea sacos de yute de 60 kg de capacidad. 

Se almacena a Humedad de la almendra igual a 7 % y Humedad 

relativa del aire < 70 % 

Nota. Adaptado de (Oliveras Sevilla, 2007) 

El procedimiento inicia con la transformación del producto recolectado en campo y 

culmina como un producto a comercializar se le conoce como beneficio del cacao.  

2.2.2. Chocolate  

a. Definición  

Denominación común que se brinda al adecuado procesamiento basado en la 

transformación del cacao que son susceptibles a unirse con productos lácteos, azúcares, 

edulcorantes u otros insumos regulados. La obtención de diversos productos de chocolate 

es posible adicionar una gran variedad de alimenticios comestibles como los excluidos de 

la harina del almidón y distintas grasas animales (no vacuno) (Codex Alimnetarius, 2016). 

b. Procesamiento  

Oliveras Sevilla, (2007) detalla el proceso automatizado para la elaboración de 

chocolate indicando que las etapas principales son:  tostado, molienda, mezcla, molido fino, 

conchado, templado, moldeado y envasado; existe una etapa adicional denominada 

alcalinizado, esta es empleado cuando se requiere obtener polvo de cacao desgrasado. 
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Figura 3 

Proceso de obtención de chocolate para taza 

Tostado  

Se tamiza el grano de cacao crudo para eliminar impurezas. 

El proceso es automático a temperatura de 130 °C por tiempo 

estimado de 15 a 20 minutos. 

   

Molienda 

Los granos son molidos repetidas ocasiones y por fricción y presión 

se logra obtener una mezcla espesa y líquida, de la que se puede 

obtener chocolate o cacao en polvo 

   

Mezcla 

Los insumos (pasta de cacao, manteca de cacao, azúcar y leche) son 

mezclados en una amasadora para obtener una pasta homogénea 

que será pasada por el molino. 

   

Molido fino 
Se hace uso de una refinadora, por medio de rodillos de acero se logra 

reducir las partículas de cacao y de azúcar hasta obtener 25 micras. 

   

Conchado  

Se calienta la masa de chocolate a 80 °C, con agitadores se amasa 

la pasta de cacao produciendo la “caramelización” (pérdida de 

humedad y ácidos volátiles) obteniendo la emulsión. El refinado dura 

de 1 a 3 días a temperatura entre 50 a 60 °C. 

   

Templado 

Se obtiene la cristalización del chocolate (1 % de cristales estables y 

99 % de cristales inestables) que garantiza el moldeado. Se calienta 

a temperatura no mayor de 35 % para el moldeado respectivo 

   

Moldeado 

Se dispersa la masa en estado líquido de cacao en moldes, estos 

pasan por un túnel a baja temperatura para endurecerse y tomar la 

forma definitiva. 

   

Envasado 

Se trasladan para ser envasados en papel aluminio por una 

empaquetadora posteriormente son introducidos en cajas y 

encinchados en pallets para su distribución y comercialización. 

Nota. Adaptado de Oliveras Sevilla, (2007) 

2.2.3. Compuestos bioactivos 

Es considera como metabolito de carácter secundario (Nyayiru Kannaian et al., 

2020) o como sustancia química presente en cantidades pequeñas pudiendo ser de origen 

vegetal y animal (Al-Shamsi et al., 2018; Nyayiru Kannaian et al., 2020), con la peculiaridad 

de aportar beneficio a la salud de quien lo consume. (Robles-Valdivia et al., 2022) 
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Para Robles-Valdivia et al.,  (2022) los componentes bioactivos entran en la 

categoría de nutraceúticos, y están considerados componentes esenciales y no esenciales 

que se generan en estado natural, formando parte de la cadena alimentaria.  

El reino vegetal distingue cuatro agrupaciones de compuestos bioactivos, siendo 

tres de ellos (sustancias fenólicas, sustancias terpénicas, sustancias azufradas) de 

requerimiento en la agroindustria para ser constituyente de frutas y vegetales, y el cuarto 

no (sustancias nitrogenadas como el alcaloides) (Chacón Ortiz et al., 2021). 

a. Compuestos fenólicos 

Su principio basa en las especies vegetales, en la actualidad se regulan de manera 

genética (cuantitativa y cualitativa). Se sabe que, al estar herida una planta, esta segregará 

fitoalexinas (fenoles de defensa para una posible agresión fúngica o bacteriana), favorecen 

a la pigmentación de la planta, de igual modo, al ser oxidados los fenoles, generan una 

coloración parda a las quinonas, siendo en repetidas ocasiones indeseable (Espín y 

Samaniego, 2016; Quesada-Arguedas et al., 2024).  

b. Compuestos no fenólicos 

- Sustancias terpénicas 

Pico Hernández et al., (2019); Quesada-Arguedas et al., (2024) indica que Estas 

son moléculas lineales formadas por unidades isoprenosas de polímero con propiedades 

antioxidantes que protegen los lípidos y los componentes celulares, como los radicales, el 

superóxido y los ataques hidroxilo reactivos, como el oxígeno, el superóxido y los grupos 

hidroxilo reactivos. Los terpenos  conocidos son el L (+) limoneno, el escualeno y los 

carotenoides, ampliamente distribuidos en productos vegetales verdes, cereales y 

leguminosas (Gamez-Villazana, 2022).  

- Sustancias azufradas 

Gamez-Villazana, (2022) los considera compuestos órgano-sulfurados, pudiendo 

ser hidrosolubles o liposolubles y caracterizado por tener elevada actividad antioxidante. 

- Sustancias no nitrogenadas 

Biológicamente son considerados extremadamente activos en todo el reino vegetal, 

pudiendo generar inconveniente tóxicos aún si se emplearan mínimas cantidades, destaca 

el caso del alcaloide de la solanina en la papa (Izcara Sierra, 2023)  
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Tabla 4 

Estudios que indican el método-equipo empleado para el análisis de compuestos 

bioactivos presentes en alimentos 

Alimentos Método - equipo Compuesto bioactivo Referencia 

Queso añejo, 
embutido, aceitunas 
encurtidas y 
conservas de 
pescado. 

Puntos de carbono de 
síntesis verde de Ficus 
carica 

Tiramina (Salman et al., 
2022) 

Cacao  Análisis multivariable, 
proceso de fermentación 

Aminoácidos libres y 
aminas bioactivas 

(Deus, Resende, 
et al., 2021) 

Cerveza de: cereza, 
frambuesa, 
durazno, 
albaricoque, uva, 
ciruela, naranja y 
manzana 

HPLC Flavonoide, Catequina, 
Quercetina, Miricetina, 
Resvaratrol, Ácidos 
fenólicos clorogénico, 
neoclorogénico. 

(Nardini y 
Garaguso, 2020) 

Vinos HPLC acoplado a 
espectrómetro de masas 
de triple cuadrupolo 
(MS/MS) 

Ácido gálico, ácido 
cafeico, Quercitina, Ácido 
fenólico, resveratrol 

(Valentin et al., 
2020) 

Calabaza amarga o 
Melón amargo 

Extracción asistida por 
ultrasonido (EAU): normal 
y pulsado 

Polifenoles totales (Chakraborty 
et al., 2020) 

Aroeira (Pimienta 
Brasileña o Rosa) 

U-HPLC 
Espectrometría de masa 
iónica 

Flavonoides, 
Biflavonoides, Caroteno, 
Ácido linoleico 

(de Oliveira et al., 
2020) 

Maracuyá (pasiflora 
setacea) 

HPLC Shimadzu 
espectrofotómetro 

Perfil flavonoides, 
Aminas bioactivas, 
Vitamina C, Fenoles. 

(Ortega-Sanchez 
et al., 2020) 

Bagazo de 
maracuyá 

Extracción de lípidos a 
presión (PLE) asistida por 
ultrasonido 

Compuestos fenólicos, 
Piceatannol, Estilbeno 

(Viganó et al., 
2020) 

Guanábana y Polvo 
de guanábana 

Extracción con absorción 
de barra agitada (SBSE) 
con el sistema GC-MS 

Fenoles totales, 
Carotenoide, Flavonoide  

(Santos-Leite 
Neta et al., 2019) 

Leche de camello Electroforesis, HPLC Péptidos bioactivos (Al-Shamsi et al., 
2018) 

Vinos cabemet 
sauvignon 

Espectroscopía (FT-MIR) 
infrarroja media por 
transformada de Fourier  

Fenoles totales, 
Antocianinas totales, 
Taninos, flavonoides 

(Grijalva-Verdugo 
et al., 2018) 

Te de hiervas Método colorimétrico 
HPLC 

Polifenoles totales, 
flavonoides, 
proantocianidinas, 
taninos, carotenoides, 
alcaloides 

(Qasim et al., 
2017) 

Nota. Adaptado de “Avances en la determinación de compuestos bioactivos en alimentos” (Gamez-Villazana, 
2022) 
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c. Capacidad antioxidante  

La acción antioxidante en un alimento es considerado como la aptitud de sus 

componentes fitoquímicos (antioxidantes) para causar oxidación de los radicales libres, 

son consideradas reactivas, pudiendo causar daños celular en el organismo (de Souza 

et al., 2014; Muñoz et al., 2022; Ramos-Escudero et al., 2021). Dentro de los métodos de 

determinación de la capacidad antioxidante tenemos: 

- Método ABTS 

El Catión radical o prueba de cambio de ABT [2,2-azobis- (3-oTilbenzotiazolina-6-

sulfónica] y absorción secundaria máxima hasta 660,734 y 820 nM proporciona un color 

verde azulado. Cuando el trolox (vitamina analógica soluble E). Como predeterminado, el 

método se llama TAC (Capacidad antioxidante equivalente de Trolox) (Dorantes-Salazar 

et al., 2023; Londoño Londoño, 2012)  

- Método DPPH 

Este ensayo fue inicialmente propuesto por la marca: Williams66. El DPPH es uno 

de los radicales orgánicos estables, muestra un color púrpura fuerte, es comercialmente 

accesible y no es necesario crear como ABTS. El ensayo se basa en una capacidad 

antioxidante para estabilizar el DPPH radical. La reacción de estabilización se cree 

principalmente a través de la inversión marginal de TAH (Dorantes-Salazar et al., 2023; 

Londoño Londoño, 2012). 

- Método FRAP 

La capacidad de reducción de hierro para la potencia de plasma/ antioxidante en la 

reducción de hierro (FRAP) se basa en la capacidad del fenol para reducir el complejo 

triyridilo triyil negro amarillo (confianza (Fe(III) - TPTZ (2, 4, 6-tri(2-Piridil)-1, 3, 3, 5-triazina)) 

complejo negro azul (Fe(II) - TPTZ) después del antioxidante Efectos de los donantes de 

electrones. La absorción se puede medir para verificar la cantidad de hierro reducido y se 

puede correlacionar con la cantidad antioxidante (Dorantes-Salazar et al., 2023). 

2.2.4. Aminas biógenas 

a. Generalidades  

A los compuestos nitrogenados, no protéico se les denomina aminas biógenas es 

factible encontrarlos en diferentes alimentos. Entre los mas habituales destacan la 

histamina, tiramina, putrescina, cadaverina, triptamina, β-feniletilamina, espermina y 

espermidina. El procedimiento de análisis recomendado y empleada establece la presencia 

de esta composición es la denominada cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
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debido a que este procedimiento denota precisión, exactitud y especificidad (Matissek, 

2023). 

Río et al., (2020); Rivero y Sanz, (2017) indica que desde la perspectiva de la 

biología, las aminas biógenas presentan funcionalidad específica en relación al organismo 

que lo contiene es decir, en vegetales algunas aminas biogenas participan en el desarrollo 

celular como conclusión al estrés generado o al envejecimiento propio del proceso, un caso 

práctico es la participación de aminas en la transmisión nerviosa o control de la presión 

sanguínea en animales. 

Pese al requerimiento de este tipo de compuesto, investigaciones indican que el 

proceso de descarboxilación de los aminoácidos al cual es sometido el alimento debida a 

la intervención de microorganismos (dando origen a la producción de aminas biógenas) y 

la subsiguiente ingesta en elevadas acumulación produce consecuencias dañinas para el 

ser vivo que lo consume (do Carmo Brito et al., 2017; Rivero y Sanz, 2017; Silva et al., 

2023). La intoxicación de alimentos por histamina es la mas usual de encontrar, es 

originada por la histidina, elemento que en determinadas condiciones es producida por el 

consumo de pescados; otro componente que destaca es la tiramina (originado por la 

tirosina) es frecuente en el consumo de quesos, en su gran mayoría (Rivero y Sanz, 2017) 

y derivados de cacao (Silva et al., 2023). Es contraproducente la disposición de aminas 

biógenas en elevadas concentraciones, se vuelve  desacertado para el ser humano, como 

es el caso de la cadaverina y la putrescina que tienden a potenciar la acción de otras 

aminas biógenas, dando lugar a la generación de nitrosamidas, pese a lo descrito, la 

histamina es la única amina biógena que se encuentra regulada por let en la Unión Europea 

por el Reglamento Nº 1019/2013, fechada el 23 de octubre de 2013. 

b. Tiramina  

Para Salman et al., (2022) la tiramina es una amina biológicamente activa. En 

consideración a su estructura química la tiramina pertenece al grupo de aminas aromáticas 

(Leonard et al., 2022; Rivero y Sanz, 2017). Para Dai et al., (2024) la tiramina se ha 

considerado un peligro biológico para alimentos y bebidas. 

La tiramina (TYM) es un compuesto liberador de catecolaminas y causantes de 

crisis hipertensivas a causa de una combinación con inhibidores de la monoaminooxidasa 

(IMAO); por lo que resulta esencial realizar análisis a diversos alimentos (queso añejo, 

embutidos, aceitunas encurtidas, conservas de pescado y chocolates) para los pacientes 

hipertensos y para la mejora de las industrias alimentarias (Salman et al., 2022). Es 

considerada entre las aminas biógenas como la de mayor efectividad entre las aminas 

presoras (Salman et al., 2022). Da lugar con la maduración de frutas y verduras, como 
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también en el procesado y añejado de muchos alimentos, por la descarboxilación 

bacteriana de la tirosina (Lan et al., 2024; Paparella et al., 2025). 

De las amina biogénica, la tiramina es considerada con mayor prevalencia en 

productos alimenticios generada por descarboxilación de la tirosina (Lan et al., 2024; Yao 

et al., 2024). Alimentos y bebidas fermentados (Amenu y Bacha, 2024; Famakinwa et al., 

2024; Zhang et al., 2019), como quesos, pescados fermentados, salsas de soja, vinos y 

otros, probablemente contengan un cierto nivel de tiramina (Leonard et al., 2022; Zhang 

et al., 2019). 

La tiramina, que se incluye en la dieta, actualmente no tiene un efecto hipertensivo 

porque el nivel de la pared intestinal y el hígado es una oxidasa-monoamine enzima, que 

antes de la circulación entra en la tiramina oxidada a su derivado inofensivo del ácido 

fenólico (khan y Nawaz, 2016) 
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III. METODOLOGÍA 

3.1. Método de investigación  

El método de la investigación es aplicada, experimental y cuantitativa. 

3.2. Diseño de investigación  

El diseño del estudio es de tipo experimental y de enfoque cuantitativo. 

3.3. Población y muestra 

3.3.1. Población  

Cacao en grano de variedad forastero cosechado en la provincia de Jaén entre los 

meses de marzo - abril de 2023. 

3.3.2. Muestreo  

No probabilístico por conveniencia 

3.3.3. Muestra 

40 kg de cacao en grano de variedad forastero del distrito de Bellavista, provincia 

de Jaén cosechado entre los meses de marzo - abril de 2023, de los cuales se procesó 

chocolate para taza a concentraciones de 100 %, 70 % y 40 % de cacao. 

3.4. Operacionalización de las variables de estudio   

La operacionalización se basa en la definición conceptual y operacional de las 

variables de estudio como también su dimensionamiento e indicadores. 
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Tabla 5 

Operacionalización de las variables 

Variable Definición conceptual Dimensión Definición operacional Indicador 

Independiente 
Formulación de 
chocolate para 
taza 

Cantidad de cacao utilizado 
para procesar chocolate 
procesado para taza. 

Concentración de 
cacao: 100 %, 70 
%, 40 % 

Obtención de chocolate para 
taza a concentraciones de cacao 
diferentes (var Forastero) 

Insumo Especificación 

Extracto seco (ES) de cacao ≥ 35 % 
Manteca de cacao ≥ 18 % ES 
Almidón < 8 % 
Extracto seco magro (ESM) de 
cacao 

≥ 14 % ES  

 

Dependiente 

Perfil sensorial 
 

Opinión calificada de un 
experto para estimar valores 
cuantitativos y cualitativos en 
una muestra específica 

Caracterización 
sensorial 

Determina atributos del perfil 
sensorial del chocolate 
procesado evaluado bajo la ficha 
sensorial de licor de cacao. 

Intensidad (0-10) 
Descripción del atributo del perfil 
sensorial (cualitativo) 
Calidad (0-10) 

Actividad 
antioxidante 
 

Es la capacidad del chocolate 
para taza para evitar la 
degradación oxidativa, por la 
cabida para retener los 
radicales libres. 

Capacidad 
antioxidante 
equivalente a un 
Estándar: ABTS, 
DPPH, FRAP 

Determina la capacidad 
antioxidante de cacao 
concentración en chocolate para 
taza, atrapa el radical 2,2-difenil-
1-picryl-hidrazyl-hidrato (DPPH), 
con estándar Trolox. FRAP, 
ABTS 

DPPH: (μmol Trolox 
equivalente/g) 
FRAP: (μmol Fe2+/g) 
ABTS: (μmol TE/g) 

Contenido de 
Fenoles totales 
 

Contenido total de 
compuestos que poseen el 
grupo fenol unido a 
estructuras aromáticos o 
alifáticas que posee un aceite 
esencial. 

Caracterización 
química 

Cuantificación de grupo fenol en 
chocolate para taza asociados al 
reactivo de Folin-Ciocalteu. La 
cuantificación se hace con el 
estándar ácido gálico. 

mg de equivalentes 
de ácido gálico / 100 
g de AE 

Cuantificación 
de tiramina 

Bases orgánicas de bajo 
peso molecular que tienen 
una alta actividad biológica 
(Oracz y Nebesny, 2014b) 

Compuesto amino 
especifico 
(tiramina) 

Identificación y cuantificación de 
tiramina en función al espectro 
líquido y determinación de su 
cantidad relativa en 
consideración al área total de los 
picos del compuesto amino 
tiramina en un cromatograma. 

mg tiramina /100g chocolate 
procesado 
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3.5. Técnicas e instrumento de recolección de datos  

Para la recolección de datos se utilizarán técnicas de evaluación e 

instrumentales.  

Tabla 6 

Síntesis de los métodos, técnicas e instrumentos empleados para la recolección de 

datos 

Evaluación Método Técnica Instrumento 

Obtención de 
muestra 

Aleatorio simple Inspección visual Proceso productivo 

Caracterización 
de atributos 

Juicio de expertos Perfil sensorial 
Ficha de evaluación 
sensorial del licor 
de cacao 

Componentes 
antioxidantes 

Ensayo ABTS, DPPH y 
FRAP 

Fluorescencia Espectrofluorímetro 

Compuestos 
fenólicos 

Método de Folin-
Ciocalteu 

Espectrofotométrica Espectrofluorímetro 

Determinación de 
aminas biógenas 

Cromatográfico 
Cromatograma 
líquido 

Cromatograma  

 

3.5.1. Obtención de chocolate para taza 

Para la obtención del chocolate para taza se consideró cacao de variedad 

forastero, obtenido del distrito de Bellavista, provincia de Jaén; la materia primafue 

trasladada al Centro de producción de Café y Cacao de la Corporación Universitaria de 

la Universidad Nacional de Jaén (UNJ) con insumos adicionales como: manteca de 

cacao (var. forastero), almidón de trigo y extracto seco magro de cacao (var. Forastero) 

Descripción del proceso para obtener de chocolate para taza al 100, 70 y 40 % de 

cacao  

- Recepción de materia prima: al centro de producción de café y cacao de la 

UNJ ingresó 20 kg de granos seleccionados de cacao (var. Forastero), con humedad 

relativa de 8% 

- Tostado: se realizó a una temperatura de 80°C durante 20 minutos, 

obteniendo del proceso 17 kg de granos de café tostado.  

- Descascarillado: se procedió a retirar la cáscara deshidratada de los granos 

de cacao tostado, obteniendo 14,5 kg de nibs de cacao. 
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- Molido: con un molino de discos semi industrial hechizo se molieron los nibs 

procedentes del proceso anterior para obtener producto requerido.  

- Formulación: en consideración al Codex Alimnetarius, (2016)  se obtuvo las 

proporciones requeridas de los nibs molidos y demás insumos para en el proceso de 

elaboración de chocolate para taza al 100, 70 y 40 % de cacao (Tabla 6).  

- Refinado: una vez homogenizado los insumos obtenidos para la 

formulación al 40 % de cacao se procedió al refinado durante 6 horas a una temperatura 

de 40 °C. El proceso de repitió para la formulación al 70 % y 100 % de cacao. 

- Temperado: la obtención de pasta del moldeado, el producto obtenido del 

refinado se sometió a una temperatura de 28 °C, homogenizando la masa para la etapa 

siguiente. 

- Moldeado:  en moldes de policarbonato estandarizados con peso de 90 

gramos se colocó la mezcla temperada de chocolate para taza con concentración de 

cacao al 100, 70 y 40 %. 

- Enfriamiento: a temperatura de 10 °C y por 12 horas se procedió a la 

refrigeración del chocolate en los moldes respectivos, conservándolos hasta su 

posterior desmoldeado.  

- Envasado: el chocolate para taza se desmoldó, envasó y rotuló en bolsas 

bilaminadas de 90 g de capacidad, para su posterior análisis y evaluación.  
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Figura 4 

Diagrama de flujo de proceso de elaboración de chocolate para taza a 100, 70 y 40 

% de cacao 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T° 80 °C por 

20 minutos 

Cáscara 2,5 kg. 

Recepción de materia 

prima 

Descascarillado 

Molienda 

Formulación 

Refinado 

Granos de cacao 

(var. Forastero) 20 kg 

Nibs tostado y 

descascarillado: 14.5 kg 

100 % cacao 

70 % cacao  

40 % cacao 

Tostado 

Cáscara y pulpa  

6,560 kg 

Temperado 

Moldeado 

Enfriamiento 

Envasado 

T° 40 °C por 

06 horas 

T° 28 °C  

Moldes 90 g. 

T° 10 °C por 

12 horas 

Bolsas bilaminadas 

de capacidad 90 g 
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Formulación para obtener de chocolate para taza al 100, 70 y 40 % de cacao  

En consideración a los indicado en el Codex Alimnetarius, (2016) respecto a la 

elaboración de chocolate para taza, se realizó los cálculos para la formulación al 100, 

70 y 40 % de cacao 

Tabla 7 

Formulación empleada para elaborar chocolate para taza al 100, 70 y 40 % de 

concentración de cacao (var. Forastero) 

Insumo Especificación 
100 % de cacao 70 % de cacao 40 % de cacao 

% Kg % Kg % Kg 

Extracto seco (ES) de 
cacao 

≥ 35 % 100 2.60 70 1.820 40 1.040 

Manteca de cacao ≥ 18 % ES -- -- 8 0.208 3 0.078 

Almidón < 8 % -- -- 7 0.182 7 0.182 

Extracto seco magro 
(ESM) de cacao 

≥ 14 % ES  -- -- 15 0.390 50 1.300 

Total   2.60  2.60  2.60 

 

3.5.2. Perfil sensorial 

La evaluación del perfil sensorial estuvo a cargo de tres catadores certificados, 

las muestras fueron codificadas en consideración a la concentración de cacao y al 

número de repetición, los evaluadores recibieron información previa del producto más 

no de las concentraciones de cacao que tenían cada una de las muestras, evitando 

suspicacia al momento de la evaluación. El proceso inició con la disposición de nueve 

muestras de chocolate para taza por catador, las mismas que representaron a las 

concentraciones del 100, 70 y 40 % de cacao con sus muestras por triplicado.  

Con apoyo del instrumento denominado “Ficha de evaluación sensorial de licor 

de cacao” (Anexo 3) se procedió a la cata de cada muestra considerando descriptores 

de olor, aroma, acidez, amargor, astringencia, sabor (cacao, dulzor, frutas secas, frutas 

frescas, nuez, floral, especias, otros), regusto y defecto (Murcia-Artunduaga et al., 

2022), para lo cual se tomó 10 gramos aproximadamente por muestra para su 

respectiva evaluación, antes de pasar a la muestra siguiente se consumió un trozo de 

galleta y agua para limpiar el paladar. Una vez concluida la evaluación, fue consolidada 

para su posterior análisis. 
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3.5.3. Actividad antioxidante  

Para la determinar la capacidad antioxidante requeridos de métodos 

estandarizados como el DPPH, ABTS que se analizan por medio del trolox, el FRAP 

que considera los iones de hierro en su análisis y el contenido de fenoles totales, se 

detalla el procedimiento: 

a. Desgrasado de las muestras de chocolate para taza 

Según los estudios de (Fernández-Romero et al., 2020; Summa et al., 2006) 

con algunas adaptaciones, el polvo de chocolate fue desengrasado utilizando éter de 

petróleo. Para ello, se tomaron 10 gramos de chocolate rallado y se colocaron en tubos 

Falcon de 50 ml. Posteriormente, se añadieron 40 ml de éter de petróleo y se sometió 

la muestra a centrifugación a 10000 rpm durante 10 minutos a una temperatura de 4 

°C en una centrífuga refrigerada. Después de la centrifugación, se eliminó el 

sobrenadante. El material desengrasado obtenido se dejó secar con aire a temperatura 

ambiente durante un período de 24 horas. 

b. Preparación del extracto de las muestras 

Se tomó un gramo de muestra desgrasada para obtener los extractos y se 

añadieron 10 mL de metanol-agua (80:20, v/v), tal como se describe en Brand-Williams 

et al., (1995); Medina-Mendoza et al., (2023). Posteriormente, el extracto se llevó a 

centrifugar a 10000 rpm durante 10 min, luego se filtró con papel de filtro (Whatman 

N°40) y el sobrenadante se mantuvo refrigerado en ausencia de luz. El extracto 

preparado se utilizó para analizar el contenido fenólico total y la Capacidad 

antioxidante  

c. Capacidad antioxidante  

La Capacidad antioxidante se determinó mediante los métodos ABTS, DPPH y 

FRAP.  

d. Para el ensayo de ABTS 

El procedimiento siguió el método de de Souza et al., (2014); Re et al., (1999). 

El catión radical ABTS•+ se generó mediante la reacción de 5 ml de solución acuosa 

de ABTS (7 mM) con 88 µL de persulfato de potasio 140 mM (concentración final de 

2,45 mM). La mezcla se mantuvo en la oscuridad durante 16 h antes de su uso y luego 

se diluyó con etanol para obtener una absorbancia de 0,7 ± 0,05 unidades a 734 nm 

usando un espectrofotómetro. Se dejó que los extractos de fruta (30 μL) o una 

sustancia de referencia (Trolox) reaccionaran con 3 ml de la solución radical ABTS 

azul-verde. La disminución de la absorbancia a 734 nm se midió después de 6 min. 
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Para la calibración se utilizaron soluciones etanólicas de concentraciones conocidas 

de Trolox. Los resultados se expresan como micromoles de equivalentes de Trolox 

(TE) por gramo de peso fresco (μmol de TE/gm). 

e. La capacidad de eliminación de radicales libres del DPPH 

Se estimó utilizando el método de Brand-Williams et al., (1995); Ramos-

Escudero et al., (2021) con algunas modificaciones. Brevemente, la solución de DPPH 

(600 μM) se diluyó con etanol para obtener una absorbancia de 0,7 ± 0,02 unidades a 

517 nm. Se dejó que los extractos de fruta (0,1 ml) o una sustancia de referencia trolox 

reaccionaran con 3,9 ml de la solución de radicales DPPH durante 30 minutos en la 

oscuridad y se controló el aminoramiento de la absorbancia de la solución resultante. 

La reacción se llevó a cabo a temperatura ambiente con agitación utilizando un 

mezclador vórtex. La absorbancia de la mezcla de reacción se midió a 517 nm. El 

resultado de la capacidad antioxidante total se expresó como mmol equivalente de 

trolox/g de muestra (mol TE/g). 

f. Para el ensayo de FRAP 

Se tomó como referencia a (Melo et al., 2021; Pulido et al., 2000) con algunas 

modificaciones, el reactivo FRAP se preparó haciendo un mezcla de 0.3 M tampón 

acetado (pH 3,6), 0.1 M TPTZ diluido en ácido clorhídrico 0.4 M y 0.2 M de cloruro 

férrico hexahidratado (FeCl3 . 6H2O) en proporción de 10:1:1 de cada reactivo. El 

reactivo se pipeteo a tubos de ensayo 2.7 ml, a continuación, se le agrego 90 µl de 

muestra y 270 µl de agua destilada, luego se llevó a baño maría a 30 °C durante 4 

minutos, finalmente se pasó lectura a 593 en un espectrofotómetro (marca: EMCLAB, 

modelo: EMC-11-UV, fabricado en Alemania). El potencial antioxidante se determinó 

a partir de una curva de calibración lineal de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4. 

7H2O) de 200 a 3800 µm de concentración (y = 0,0006x+0,0853, y R2= 0.9949). Todas 

las muestras se realizaron por triplicado. Los resultados finales fueron expresados en 

µmol Fe²+/gm. 

g. Contenido de Fenoles Totales (TPC) 

Se determinó siguiendo los procedimientos de (Fernández-Romero et al., 2020; 

Singleton et al., 1999) con algunas modificaciones. El extracto (0,1 mL) se mezcló con 

2,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu y a continuación, se añadieron 2 mL de solución 

de carbonato de sodio. Los reactivos se mezclaron agitando vigorosamente durante 10 

segundos con un vórtex. La mezcla se dejó reposar en la oscuridad durante 2 h antes 

de medir la absorbancia a 760 nm con un espectrofotómetro. Se diluyó una curva 

estándar de ácido gálico en metanol al 70 % (10-100 µg/mL) para crear una curva de 
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calibración. El contenido fenólico total se expresa como mg de equivalentes de ácido 

gálico por gramo de muestra (mg GAE/g). Todas las muestras se analizaron por 

triplicado. 

3.5.4. Identificación y cuantificación de tiramina  

Se consideró la metodología adaptada de Ai et al., (2021); Chiacchierini et al., 

(2006) aplicado al chocolate procesado para taza. 

a. Toma de muestra 

La muestra requerida para el análisis fue chocolate para taza procesado en el 

centro de producción de café y cacao de la Cooperación Universitaria de la Universidad 

Nacional de Jaén considerando la concentración de cacao al 100, 70, 40 % (Tabla 7).   

b. Preparación de la muestra 

Según el estudio de Llerena et al., (2023) con algunas adaptaciones. Se tomó 

1 g chocolate rayado y se colocó en un tubo de ensayo de 15 mL que contenía 5 mL 

de HCl 0.1M, se dejó en un agitador rotator Multi Bio, marca Boeco, modelo RS-24, 

por 40 min. La muestra se centrifugó a 5000 RPM por 15 min en una centrífuga 

Centurion Scientific modelo Pro-Analytical CR4000R. Se filtró el sobrenadante con un 

filtro PTFE-2 de 0.22 μm hasta la formación de una alícuota del extracto para su 

posterior derivatizado.  

Figura 5 

Preparación de la muestra para derivatización 

 

 

 

 

 

c. Derivatización  

El procedimiento siguió la metodología de Ai et al., (2021); Chiacchierini et al., 

(2006) con algunas adaptaciones. Se utilizó 100 μL del estándar Tiramina grado 

analítico ≥ 98.0 % de pureza en un tubo eppendorf de 2 mL, se diluyó 20 μL NaOH 2M 

con 30 μL de solución saturada de NaHCO3 y 200 μL de cloruro de dansilo a 

concentración de 10 mg/1mL, procediendo a la derivatización a una temperatura de 60 

Preparación de la 
muestra 

1 g de chocolate 
rayado 

5mL de HCl 
0.1M 

Mezclar  
(agitador vortex) 

Centrifugado  
(5000 RPM x 15 min) 

Sobrenadante es 
separado y conservado 
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°C por 30 min. Pasado el tiempo se dejó enfriar para adicionar 10 μL de NH4OH al 25 

% (v/v) para remover le ClHS-Cl restante.    

Figura 6 

Proceso de derivatización 

 

 

 

 

 

 

 

d. Preparación de la curva estándar de tiramina  

Se tomó la referencia de Periche Pérez, (2018) con algunas modificaciones. Se 

acondicionó la solución madre de 1000 mg/L de tiramina con agua ultrapura, 

considerando puntos de calibración de 4, 10, 25 50 y 100 ppm de tiramina con HCl 

0.1M (Anexo 6). 

e. Análisis cromatográfico  

Se adaptó el procedimiento de Ai et al., (2021). Para la identificación y 

cuantificación de la amina biógena tiramina, se diluyó el estándar de Tiramina y 

extractos obtenidos de la derivatización en un microvial, para el análisis se utilizó un 

cromatógrafo Shimadzu, Modelo DGU 20A3R. Se utiliza como fase móvil en estado 

isocrático metanol:agua con proporción de (80:20), para el flujo se consideró 1.32 

mL/min, con velocidad de inyección de 10 μL, temperatura del horno de 30 °C (CTO-

20AC), la columna C18 presento 4.6x150 mm con 5 μm (CTO-20AC), el detector 

fotodiodo a 254 nm (modelo SPD-M30A) 

Figura 7 

Especificaciones para identificación y cuantificación de tiramina en HPLC 

 

- 100 μL Tiramina (≥98.0%) 

- 20 μL NaOH 2M  

- 30 μL de solución saturada de 
NaHCO3  

- 200 μL de cloruro de dansilo (cc 
10 mg/1mL) 

60 ° C x 30 min 

- 10 μL de NH4OH al 25 % (v/v) 

- 10 μL Tiramina (≥98.0%) 

- 10 μL solución derivatizada 

Parámetros 

Columna   : [4.6x150 mm con 5 μm] 

Temperatura  : 30 °C 

Muestra inyectada : 10 μL 

Flujo   : 1.32 mL/min 

Fase móvil 

Eluyente (A)  : 0.1 % metanol en agua 

Eluyente (B)  : 0.1 % ácido fórmico en acetonitrilo 
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Figura 8 

Cromatógrafo Shimadzu, Modelo DGU 20A3R 

 

3.6. Técnicas de análisis de resultados 

Para los datos del perfil sensorial se realizó un análisis descriptivo cuantitativo 

y un análisis de correspondencias simples (ACS) utilizando el software Minitab en su 

versión 19. 

Para los datos de actividad antioxidante, cuantificación de fenoles totales y 

concentración de tiraminas se analizó previamente el cumplimiento de supuestos 

paramétricos de normalidad y homocedasticidad (anexos 9, 10 y 11), para los datos 

paramétricos (FRAP y ABTS) se realizó un Análisis de Varianza y posterior test de 

Tukey para encontrar entre qué muestras se dan las diferencias significativas, mientras 

que para los datos no paramétricos se aplicó el test de Krukal-Wallis y posterior test de 

comparaciones de Nemenyi para determinar entre qué muestras se dan las diferencias. 

Para todos los análisis se consideró un nivel de significancia del 5%, utilizando el 

sofware RProject en su versión 4.4.2 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

4.1. Resultados  

4.1.1. Caracterización del perfil sensorial 

Considerando que la evaluación al perfil sensorial se basó en la caracterización 

por descriptores de calidad a muestras de chocolate para taza a diferentes 

concentraciones de cacao. En la figura 9 se denotan los atributos de amargor, 

astringencia, sabor dulce e impresión general, las muestras de chocolate con 70% y 

100% de cacao han tenido una mayor puntuación. También se observa que la muestra 

con 40% de cacao ha recibido mayor puntuación en defectos percibidos. 

Figura 9 

Perfil sensorial de los atributos evaluados en las muestras de chocolate para taza. 
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En el gráfico bidimensional de correspondencias entre atributos y muestras de 

chocolate, de la figura 10; se puede ver que, para la muestra con 100% de cacao los 

atributos que la caracterizaron fueron sabor dulce, amargor y astringencia; para 70% 

de cacao, los atributos con mayor intensidad percibida fueron sabor floral, sabor a 

especias y presentó ligeramente mayor impresión general; la muestra con 40% de 

cacao, se caracterizó por tener mayor percepción de defectos y un sabor a frutas 

frescas. 

Figura 10 

Biplot de correspondencias entre los atributos sensoriales y las muestras de 

chocolate para taza  
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4.1.2. Capacidad antioxidante  

En la tabla 8 se tienen los valores de actividad antioxidante de las muestras de 

chocolate. Se puede ver que, para los tres métodos empleados, la muestra de 

chocolate con 100 % de cacao, presentó significativamente los mayores valores (ver 

análisis en el Anexo 10). 

Tabla 8 

Valores de actividad antioxidante de las muestras de chocolate, medida por los 

métodos ABTS, DPPH y FRAP 

Muestra 
ABTS 

µmolTEs/g 

DPPH 

µmolTEs/g 

FRAP 

µmol Fe2+/100 g 

CHO - 40 % 96.46c ± 2.17 64.35b ± 2.27 61.89c ± 2.46 

CHO - 70 % 176.37b ± 3.71 202.06ab ± 3.80 126.78b ± 2.46 

CHO - 100 % 273.36a ± 4.02 278.85a ± 2.72 213.07a ± 5.13 

Nota. Los datos representan promedio ± desviación estándar. Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre las muestras, a un nivel de 5% de significancia  

 
 

4.1.3. Contenido de fenoles totales  

En la tabla 9 se aprecia que, la muestra de chocolate con 100 % de cacao tiene 

mayor concentración de fenoles totales, diferenciándose significativamente de la 

muestra con 40 % de chocolate (ver análisis de significancia en el Anexo 11). 

Tabla 9 

Cuantificación de fenoles totales de las muestras de chocolate. 

Muestra 
TPC 

mg (GAE)/100 g 
 

CHO - 40 % 19.00b ± 0.23 

CHO - 70 % 19.80ab ± 0.16 

CHO - 100 % 27.32a ± 0.07 

Nota. Los datos representan promedio ± desviación estándar. Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre las muestras, a un nivel de 5% de significancia  
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4.1.4. Identificación y cuantificación de tiramina 

De la concentración de tiramina en las muestras de chocolates se muestra en 

la tabla 10. La muestra con 100% de cacao tiene mayor concentración de tiramina, 

diferenciándose significativamente de la muestra con 40 % de cacao. 

Tabla 10 

Cuantificación de tiramina en las muestras de chocolate. 

Muestra Tiempo de retención Área 
Concentración 

(mg/L) 
 

CHO - 40 % 5.82 ± 0.02 9,980 ± 862 0.37b ± 0.03 

CHO - 70 % 6.16 ± 0.05 184,366 ± 5,323 6.83ab ± 0.20 

CHO - 100 % 6.12 ± 0.00 226,179 ± 15,870 8.38a ± 0.59 

Nota. Los datos representan promedio ± desviación estándar. Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre las muestras, a un nivel de 5% de significancia  

 

En la figura 11, 12 y 13 se aprecia el perfil cromatográfico del chocolate para 

taza procesado a concentraciones de 40, 70 y 100 % de cacao denotando mayor 

concentración de tiramina en el perfil cromatográfico al 100 % de cacao y menor enla 

muestra al 40 % de cacao. 

Figura 11 

Perfil cromatográfico de presencia de tiramina en muestra de chocolate para taza al 

40 % de concentración de cacao. 
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Figura 12 

Perfil cromatográfico de presencia de tiramina en muestra de chocolate para taza al 

70 % de concentración de cacao. 

 

 

Figura 13 

Perfil cromatográfico de presencia de tiramina en muestra de chocolate para taza al 

100 % de concentración de cacao. 
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4.1.5. Correlación entre perfil sensorial, actividad antioxidante, fenoles 

totales y cuantificación tiramina de las muestras de chocolate 

En la figura 14 se tiene la matriz de correlaciones de los indicadores evaluados 

en las muestras de chocolate. Se aprecia una alta correlación positiva entre los valores 

de los tres métodos con los que se evaluó la actividad antioxidante y con la 

concentración de fenoles totales. En contraparte, la concentración de tiraminas está 

correlacionada negativamente con la actividad antioxidante (con los tres métodos) y 

con la concentración de fenoles totales. 

Los atributos sensoriales no presentan correlaciones significativas con la 

actividad antioxidante ni con la concentración de tiraminas; pero si se observa que 

entre los atributos de acides y olor – aroma existe alta correlación positiva, lo mismo 

para astringencia con amargor y para impresión general con regusto. 

Figura 14 

Matriz de correlación entre los atributos sensoriales, actividad antioxidante (tres 

métodos), concentración de fenoles totales y concentración de tiraminas. 

 

Nota. Los datos corresponden al coeficiente de correlación de Pearson. *Indica que el 
coeficiente de correlación es significativo. Color azul representa correlación positiva y color 
rojo indica correlación negativa.  
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4.2. Discusión  

Se ha evaluado el chocolate para taza en diversas investigaciones, con 

respecto al perfil sensorial Rodríguez-Silva et al., (2023) en Colombia, muestra 

caracteres sensoriales de 24 genotipos especiales de cacao en Colombia encontraron 

que los atributos sensoriales del chocolate como el sabor y la textura están 

directamente influenciados por el genotipo del cacao y las circunstancias de cultivo lo 

que resalta la importancia de seleccionar variedades específicas para obtener perfiles 

sensoriales deseados, asimismo en la investigación realizada por Garcia-Yu, (2021) 

en Salamanca - España, analizaron las propiedades sensoriales en la valoración de la 

calidad del chocolate y el efecto del consumo de chocolate con alto porcentaje de 

cacao en la salud. Sin embargo, Masis y Orlich, (1982) en Costa Rica, de la 

cuantificación de tiramina resaltaron la necesidad de considerar tanto los compuestos 

bioactivos como las propiedades sensoriales en la valoración de la calidad del 

chocolate. Los resultados del informe indican que las muestras de chocolate con 

mayores concentraciones de cacao (70 % y 100 %) obtuvieron puntuaciones más altas 

en atributos sensoriales como amargor, astringencia y sabor dulce, mientras que la 

muestra con 40 % de cacao presentó una mayor percepción de defectos y un sabor a 

frutas frescas.  

Con respecto a la determinación de la capacidad antioxidante (método ABTS, 

DPPH, FRAP) y contenido de fenoles totales Chacón Ortiz et al., (2021)  en Perú, del  

cacao crudo incorporado en la etapa final del refinado en chocolates oscuros al 70 % 

presentó aumento significativo de la capacidad antioxidante y el contenido de 

polifenoles totales del chocolate del 10 % sobre el rango normal, asimismo Muñoz 

et al., (2022) en Perú, el contenido de antioxidantes se ven afectados por el tipo de 

azúcar empleado en la formulación de chocolate oscuro elaborado con cacao criollo 

nativo al 70%. Además, Alzate et al., (2017) en Perú, indican que las temperaturas 

más bajas ayudan a preservar los polifenoles y, por ende, la capacidad antioxidante 

del producto final. Los resultados del informe muestran una marcada relación entre el 

porcentaje de cacao en el chocolate y su actividad antioxidante obtenida mediante los 

métodos ABTS, DPPH y FRAP. Se observa que a mayor concentración de cacao la 

valoración de actividad antioxidante aumenta significativamente; para el caso el 

chocolate con 100 % de cacao presenta los valores más altos en los tres métodos 

(ABTS: 273.36 µmolTE/g, DPPH: 278.85 µmolTE/g, FRAP: 213.07 µmol Fe2+/100 g), 

mientras que el chocolate con 40 % de cacao muestra los valores más bajos. La 

variabilidad en los datos entre los métodos sugiere que cada uno identifica un 

mecanismo de acción antioxidante, lo que resalta la importancia de utilizar múltiples 
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pruebas para evaluar la actividad antioxidante de un alimento. Además, las diferencias 

significativas entre las muestras indican que la concentración de cacao es un factor 

determinante en la capacidad antioxidante del chocolate. Similar resultado se observó 

para el contenido de fenoles totales, donde la muestra de chocolate con 100% de 

cacao presentó una concentración de 27.32 mg (GAE)/100g.  

Respecto a la identificación y cuantificación de tiramina en muestras de 

chocolate para taza Mejía-Reyes et al., (2018) en México, el proceso fermentativo del 

grano de cacao influye en la acumulación de compuestos como la tiramina, además 

Masis y Orlich, (1982) en Costa Rica identificaron la presencia de tiramina en diversos 

alimentos destacando que su metabolismo puede verse alterado por factores como la 

administración de inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO). Asimismo Dala-Paula 

et al., (2023)  en Brasil, hallaron Tiramina en muestras de chocolate negro en valor de 

0.7 pg/g, sucedáneos de chocolate de (0.3 pg/g), cacao en polvo azucarado fue 0.6 

pg/g. Los resultados de la investigación indican una correlación positiva entre el 

contenido de cacao en el chocolate y la concentración de tiramina. La muestra con 100 

% de cacao presentó la mayor concentración de tiramina (8.38 mg/L), seguida por la 

de 70 % (6.83 mg/L), mientras que la de 40 % mostró una cantidad significativamente 

menor (0.37 mg/L). Estos valores sugieren que la cantidad de tiramina en el chocolate 

está directamente influenciada por el porcentaje de cacao en su composición. 
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1. Conclusiones 

La caracterizó el perfil sensorial de las tres concentraciones de cacao en 

chocolate a través de una ficha de evaluación sensorial, revelando que los chocolates 

con mayor contenido de cacao (70 % y 100 %) fueron mejor valorados en atributos de 

amargor, astringencia y sabor dulce, con respecto a la muestra de 40 % de cacao 

presentó una mayor percepción de defectos sensoriales.  

Se observó una relación positiva y proporcional entre la concentración de cacao 

y la actividad antioxidante mediante los ensayos ABTS, DPPH y FRAP. La muestra 

con 100 % de cacao presentó los valores más altos en estos indicadores variando 

entre 213.07 y 278.85 µmol Trolox/g muestra. Asimismo, la concentración de fenoles 

totales siguió el mismo patrón, denotando mayor presencia en el chocolate al 100 % 

de cacao (27.32 mg ácido gálico/100 g muestra) en relación a la muestra al 40 % de 

cacao (19.00 mg ácido gálico/100 g muestra) 

Se identificó y cuantificó la presencia de tiramina en el chocolate para taza, 

estando directamente relacionada con el contenido de cacao. La muestra con 100 % 

de cacao presentó la mayor concentración de tiramina (8.38 mg/L), mientras que la de 

40 % mostró la menor cantidad (0.37 mg/L).  

Se encontró una correlación positiva entre la capacidad antioxidante y la 

concentración de fenoles totales. Por otro lado, la concentración de tiramina mostró 

una correlación negativa con la actividad antioxidante y el contenido de fenoles. 
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5.2. Recomendaciones 

Consideraciones para la industria y salud pública 

La industria alimentaria debe considerar que la tiramina puede representar un 

riesgo para ciertos consumidores, especialmente aquellos que toman inhibidores de la 

monoaminooxidasa (IMAO), se recomienda que los chocolates con alto contenido de 

cacao incluyan advertencias sobre su consumo. Asimismo, la industria del chocolate 

podría explorar estrategias de procesamiento para reducir la acumulación de tiramina 

sin afectar la calidad sensorial ni los beneficios antioxidantes del producto. 

A los investigadores orientados al estudio del chocolate, se debe enfocar 

identificar el impacto de diferentes condiciones de fermentación y procesamiento del 

cacao en la acumulación de tiramina. Además, sería relevante analizar la 

biodisponibilidad de los compuestos fenólicos y su efecto en la salud del consumidor, 

especialmente en chocolates con alto porcentaje de cacao. 
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VII. ANEXOS 

Anexo 1 

Materia prima utilizada en la investigación 

Figura 15 

Constancia de variedad de cacao forastero 
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Anexo 2 

Constancia de capacitación para personal catador 
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Anexo 3 

Ficha de evaluación sensorial 
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Anexo 4 

Análisis Sensorial 

Tabla 11 

Resultados del análisis sensorial de las muestras, por cada atributo evaluado   

Catador Repetición Muestras 

O
lo

r 
- 

A
ro

m
a
 

A
c
id

e
z
 

A
m

a
rg

o
r 

A
s
tr

in
g

e
n
c
ia

 

S
. 

c
a
c
a

o
 

S
. 

d
u

lc
e
 

S
. 

fr
u

ta
s
 s

e
c
a
s
 

S
. 

fr
u

ta
s
 f

re
s
c
a

s
 

S
. 

n
u

e
z
 

S
. 

fl
o

ra
l 

S
. 

e
s
p
e

c
ia

s
 

R
e

g
u

s
to

 

D
e

fe
c
to

 

Im
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ió

n
 g

e
n

e
ra
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Catador 1 1 CHO - 100% 8 8 8 7 6 8 5 3 3 3 3 5 2 6 

Catador 1 2 CHO - 100% 9 9 7 7 3 7 3 3 4 5 4 4 2 6 

Catador 1 3 CHO - 100% 9 8 7 7 4 8 4 4 4 3 3 4 2 5 

Catador 2 1 CHO - 100% 6 4 6 5 6 4 5 5 6 3 0 4 8 6 

Catador 2 2 CHO - 100% 6 6 6 6 7 4 5 4 7 3 1 4 7 4 

Catador 2 3 CHO - 100% 4 5 5 7 6 4 4 3 5 3 0 3 6 5 

Catador 3 1 CHO - 100% 5 7 6 7 5 6 6 6 8 7 6 6 5 7 

Catador 3 2 CHO - 100% 6 7 7 5 8 4 4 5 4 2 2 6 7 6 

Catador 3 3 CHO - 100% 6 5 6 5 7 6 5 3 4 4 4 6 6 8 

Catador 1 1 CHO - 70% 9 8 7 7 4 8 4 3 4 7 6 5 2 7 

Catador 1 2 CHO - 70% 9 8 8 7 4 7 6 6 4 7 7 4 2 6 

Catador 1 3 CHO - 70% 9 8 8 7 4 8 5 4 4 7 6 4 2 6 

Catador 2 1 CHO - 70% 7 6 5 6 7 4 5 3 6 4 2 4 6 5 

Catador 2 2 CHO - 70% 6 5 5 5 6 5 4 4 6 5 0 4 6 7 

Catador 2 3 CHO - 70% 6 5 7 7 6 3 3 4 7 3 0 4 6 5 

Catador 3 1 CHO - 70% 5 7 5 5 8 4 5 5 4 6 4 5 5 7 

Catador 3 2 CHO - 70% 6 7 6 5 6 3 4 5 5 4 4 6 7 6 

Catador 3 3 CHO - 70% 5 5 4 3 6 5 4 5 5 4 4 5 6 6 

Catador 1 1 CHO - 40% 8 8 3 4 8 4 2 7 3 5 6 3 4 4 

Catador 1 2 CHO - 40% 8 8 4 4 4 4 4 2 3 3 4 2 2 4 

Catador 1 3 CHO - 40% 8 8 4 3 3 4 4 3 4 4 3 3 4 5 

Catador 2 1 CHO - 40% 5 5 5 5 6 2 5 2 7 3 0 4 8 4 

Catador 2 2 CHO - 40% 5 8 7 8 6 3 3 3 5 2 0 3 6 4 

Catador 2 3 CHO - 40% 7 4 5 5 6 5 6 4 6 3 0 4 5 4 

Catador 3 1 CHO - 40% 8 5 7 7 7 4 4 7 7 6 4 5 7 7 

Catador 3 2 CHO - 40% 7 9 8 8 8 6 7 7 6 7 6 7 8 7 

Catador 3 3 CHO - 40% 5 6 5 5 5 5 6 6 6 5 5 6 5 7 
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Anexo 5 

Capacidad antioxidante 

Tabla 12 

Capacidad antioxidante en chocolate para taza a 100, 70 y 40 % de 

concentración de cacao  

Tratamiento Muestra 

Ensayo de transferencia de electrones 

ABTS  

(µmolTE/g f.w) 

DPPH  

(µmolTE/g f.w) 

FRAP 

(µmol Fe²+/100 g) 

T1 

CHO-100%-R1 269,025 275,830 208,060 

CHO-100%-R2 274,079 279,610 218,306 

CHO-100%-R3 276,968 281,120 212,842 

T2 

CHO-70%-R1 177,329 205,590 124,730 

CHO-70%-R2 179,495 202,570 129,510 

CHO-70%-R3 172,274 198,040 126,090 

T3 

CHO-40%-R1 94,296 62,080 59,836 

CHO-40%-R2 96,462 64,350 61,202 

CHO-40%-R3 98,628 66,620 64,617 

Nota: ABTS (Ácido 2,2'- azino-bis-(3-etiltiazolina- bencenosulfónico-6), DPPH (2,2-Difenil-1-

Picrilhidrazilo), FRAP (capacidad de reducción del hierro) 
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Tabla 13 

Fenoles totales en chocolate para taza a 100, 70 y 40 % de concentración 

de cacao 

Tratamiento Muestra 

Método de fenoles totales 

TPC  

((GAE)/100 g) 

T1 

CHO-100%-R1 27,260 

CHO-100%-R2 27,300 

CHO-100%-R3 27,400 

T2 

CHO-70%-R1 19,650 

CHO-70%-R2 19,760 

CHO-70%-R3 19,970 

T3 

CHO-40%-R1 18,890 

CHO-40%-R2 18,850 

CHO-40%-R3 19,260 

Nota: TPC (Determinación de Fenoles Totales) 
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Anexo 6 

Calibración de la curva de Tiramina 

Tabla 14 

Resultados de la calibración de tiramina 

Ensayos Nivel 
Tiempo de 
retención 

Área 
Concentración 

(mg/L) 
Concentración 

estándar 
Exactitud 

[%] 

STD-
TYRAMINA-01 1 6.354 96377 3.57 4 89.3 

STD-
TYRAMINA-02 2 6.371 243764 9.03 10 90.3 

STD-
TYRAMINA-03 3 6.24 394838 14.626 25 58.5 

STD-
TYRAMINA-04 4 6.308 1330260 49.278 50 98.6 

STD-
TYRAMINA-05 5 6.313 2782355 103.069 100 103.1 

 

Figura 16 

Ajuste lineal de los resultados de calibración de tiramina 

Nota. 𝑅2 : coeficiente de determinación, mientras más cerca de 1, indica un buen ajuste del 
modelo lineal 
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Anexo 7 

Resultados de cuantificación de Tiramina 

Tabla 15 

Resultados de cuantificación de tiramina, por cromatografía líquida de alta 

precisión 

Muestra Repetición 
Tiempo de 
retención 

Área 
Concentración 

(mg/L) 

CHO - 100% 1 6.12 210,183 7.786 

CHO - 100% 2 6.115 241,919 8.962 

CHO - 100% 3 6.118 226,435 8.388 

CHO - 100% 4 6.137 226,930 8.406 

CHO - 100% 5 6.137 238,319 8.828 

CHO - 70% 1 6.216 178,364 6.607 

CHO - 70% 2 6.145 188,515 6.983 

CHO - 70% 3 6.116 186,220 6.898 

CHO - 70% 4 6.101 176,790 6.549 

CHO - 40% 1 5.827 10,643 0.394 

CHO - 40% 2 5.795 9,006 0.334 

CHO - 40% 3 5.84 10,292 0.381 
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Anexo 8 

Galería fotográfica del proceso de capacidad antioxidante 

Figura 17 

Proceso de análisis para capacidad antioxidante 

Nota. Proceso para determinar la capacidad antioxidante por ensayo DPPH, ABTS y FRAP 

(a) (b) (c) obtención de polvo desgrasado de cacao a 100, 70 y 40 %, (d), (e), (f) ensayo 

DPPH, (g) resultado de ensayo por ABTS, (h) resultado por ensayo FRAP, (i) determinación 

de fenoles totales.  
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Anexo 9 

Resumen de la validación de supuestos de normalidad y homocedasticidad, para 

elegir la metodología estadística a usar. 

Tabla 16 

Resumen de la validación de supuestos de normalidad y homocedasticidad, para 

elegir la metodología estadística a usar. 

Validación 

Variables 

Capacidad 
antioxidante 
(ABTS) 

Capacidad 
antioxidante 
(DPPH) 

Capacidad 
antioxidante 
(FRAP) 

Contenido de 
fenoles 

Cuantificación 
de tiraminas 

Normalidad      

Test Shapiro Wilk Shapiro Wilk Shapiro Wilk Shapiro Wilk Shapiro Wilk 

P-valor 0.0652 0.033 0.0721 0.0012 0.0098 

Decisión 
Si hay 
normalidad 

No hay 
normalidad 

Si hay 
normalidad 

No hay 
normalidad 

No hay 
normalidad 

Homocedasticidad      

Test 
Test de 
Levene 

Test de 
Levene 

Test de 
Levene 

Test de 
Levene 

Test de 
Levene 

P-valor 0.7843 0.7996 0.5446 0.7182 0.1724 

Decisión 
Si hay 
homocedastici
dad 

Si hay 
homocedastici
dad 

Si hay 
homocedastici
dad 

Si hay 
homocedastici
dad 

Si hay 
homocedastici
dad 

Elección de 
metodología 

     

Técnica estadística 
ANOVA y 
Tukey 
(paramétricas) 

Kruskal Wallis 
y 
Comparacion
es de 
Nemenyi (No 
paramétricas) 

ANOVA y 
Tukey 
(paramétricas) 

Kruskal Wallis 
y 
Comparacion
es de 
Nemenyi (No 
paramétricas) 

Kruskal Wallis 
y 
Comparacion
es de 
Nemenyi (No 
paramétricas) 
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Anexo 10 

Prueba de supuestos de normalidad y homocedasticidad para los datos actividad 

antioxidante 

Figura 18 

Prueba de cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad para 

los datos de actividad antioxidante obtenidos por el método FRAP 

 
Nota. En el test de normalidad, un p-valor superior a 0.05 (5% de significancia) indica que 

los datos tienen distribución normal, en el test de homocedasticidad, un p-valor superior a 

0.05 indica que las varianzas de las muestras son iguales.  
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Figura 19 

Prueba de cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad para 

los datos de actividad antioxidante obtenidos por el método ABTS 

Nota. En el test de normalidad, un p-valor superior a 0.05 (5% de significancia) indica que los 

datos tienen distribución normal, en el test de homocedasticidad, un p-valor superior a 0.05 

indica que las varianzas de las muestras son iguales.  
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Figura 20 

Prueba de cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad para 

los datos de actividad antioxidante obtenidos por el método DPPH 

 
Nota. En el test de normalidad, un p-valor superior a 0.05 (5% de significancia) indica que los 

datos tienen distribución normal, en el test de homocedasticidad, un p-valor superior a 0.05 indica 

que las varianzas de las muestras son iguales. 
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Anexo 11 

Prueba de supuestos de normalidad y homocedasticidad para los datos de 

cuantificación de Fenoles Totales 

Figura 21 

Prueba de cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad para 

los datos de cuantificación de Fenoles Totales 

 
Nota. En el test de normalidad, un p-valor superior a 0.05 (5% de significancia) indica que los 

datos tienen distribución normal, en el test de homocedasticidad, un p-valor superior a 0.05 indica 

que las varianzas de las muestras son iguales. 
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Anexo 12 

Prueba de supuestos de normalidad y homocedasticidad para los datos de 

cuantificación de Tiraminas 

Figura 22 

Prueba de cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad para 

los datos de concentración de Tiraminas 

 
Nota. En el test de normalidad, un p-valor superior a 0.05 (5% de significancia) indica que los 

datos tienen distribución normal, en el test de homocedasticidad, un p-valor superior a 0.05 indica 

que las varianzas de las muestras son iguales. 
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Anexo 13 

Análisis de diferencias significativas entre los datos actividad antioxidante de las 

muestras de chocolate 

Figura 23  

Análisis de Varianza y Test de Tukey para los datos de actividad antioxidante 

obtenidas por el método FRAP 

 
Nota. En ambos test, un p valor < 0.05 indica diferencias significativas, al 5% de 

significancia. 

 

Figura 24 

Análisis de Varianza y Test de Tukey para los datos de actividad antioxidante 

obtenidas por el método ABTS 

 
Nota. En ambos test, un p valor < 0.05 indica diferencias significativas, al 5% de 

significancia. 
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Figura 25 

Test de Kruskal-Wallis y comparaciones de Nemenyi para los datos de 

actividad antioxidante obtenidas por el método DPPH 

 
Nota. En ambos test, un p valor < 0.05 indica diferencias significativas, al 5% de 

significancia. 
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Anexo 14 

Análisis de diferencias significativas entre las cantidades de Fenoles totales de las 

muestras de chocolate 

Figura 26 

Test de Kruskal-Wallis y comparaciones de Nemenyi para las cantidades de 

Fenoles totales de las muestras de chocolate 

 
Nota. En ambos test, un p valor < 0.05 indica diferencias significativas, al 5% de 

significancia. 
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Anexo 15 

Análisis de diferencias significativas entre las concentraciones de Tiramina de las 

muestras de chocolate 

Figura 27 

Test de Kruskal-Wallis y comparaciones de Nemenyi las concentraciones de 

Tiramina de las muestras de chocolate 

 

Nota. En ambos test, un p valor < 0.05 indica diferencias significativas, al 5% de 

significancia. 
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